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                   ����������	�������
����� Anopheles dirus 
	���

��
���	����� : ��. ����!� ���"���#$�#%  &��'#*�*�''#��� ���'#������%�" ���'#���
�������+
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�������
����	
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�!	�9�"�
;%��<�!	 �!�-���	�=!��� (Glutathione S-transferases; GSTs) �,?	�
����!	�9�"�A
	

�#B���*�'#%���*	#� ��A�A��
	���%+�	��	����#� �!	�9�" GSTs C!���
����B�'C+!���A�'��%+�	��	%�!

DDT �
����E����
��
��� pyrethroid ��B
*+
	�,���������'A������������
����� ���
	���������
�����

C!�!�=�#�� (Anopheles gambiae; An. gambiae) �A'���!	�9�" GSTe2 �����F�
�� DDT ��+���C�H	
	

�����	<�"%+�	��	 9�B��'��%+�	��	%�!���E����
�
	����+	,
�!�������
�����C!���� (Anopheles dirus;

An. dirus) !�����B�'C+!���A�!	�9�" GSTs ���	�H	��IB!������'�����B�'C+!�	�H���%+!������	 gst 
�����!	


	���'#���
*+���	#� Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) ���A�#�'�

������	 gst ������ An. dirus ��+ 3 ��	 ��+��� Anopheles dirus glutathione S-transferase epsilon class

sequence 1 (adgste1), Anopheles dirus glutathione S-transferase omega class sequence 1 (adgsto1)

�
� Anopheles dirus glutathione S-transferase theta class sequence 1 (adgstt1) ��	��H� 3 ���'�����I!	

��A��	�
�������'��	
	��� An. gambiae 70-90 �,!�"�9N	%" �����F���A�#���<#O adGSTE1 �+'� GSH column

��IB!���!A���
���������!	�9�"C!���H� 2 ��
	  �I! adGSTE1 WT �
� adGSTE1 R139H �A'��
�+���

Kinetic parameter �%�%�����	 ��'	 adGSTT1 	�H	��+��H���� 4 ��
	 �%����A�#���<#O�+'� cationic �
�

hydrophobic column ��+����� 1 ��
	 ��IB!���!A���
���������!	�9�"�A'������� Vmax %B����B���
	�!	�9�"

GSTs ��B��+������ An. dirus 
	C����B adGSTO1 *��	��
�+����!!���+�����B��� �%���������F'���#�����

C!��!	�9�"�+'�����*IB!����'��� CDNB �
� GSH ��+ �����������F���A�#���<#O��IB!��������
��������

�!	�9�" �	IB!��������������������	���
���������!	�9�" GST �
��� Theta �
� Omega ����!	���	���	


���B���������������	C!���	��B�����$��B!	�����"�'+
	���������
�������H� 2 *	#�

������
*+ Genomic DNA �,?	����#��"
	������ PCR ��IB!!��	
����A�A�C!�]
]
#%��B��+������"

��!�" adgste1 �
� adgstt1 �A'��A�#�'�����C!���	��H��!�,���!A�+'� 2 �!�9!	 �
� 1 !#	��!	 ���

C	��C!��!�9!	�
�!#	��!	C!���	��H��!�!	�����"
	��� An. dirus �
���� An. gambiae ����,?	�,��+'����	

��H��!�%+!����	+���B�����$��B%+!�!	�����"
	'#'�^	����

��
���	 : �!	�9�"�
;%��<�!	 �!�-���	�=!���, ����+	,
�!�, ��������	, A�#�'�����, ������+��C!���	



Abstract

Project code: TRG4580033

Project Title: Isolation and characterization of novel glutathione S-transferase genes from Thai malaria

                   vector, Anopheles dirus.
Investigator: Dr. Saengtong Pongjaroenkit, Department of Biology, Faculty of Science,

                   Maejo University

E-mail address: saengton@mju.ac.th

Project Period: 3 years 1 July 2002 – 31 May 2005

Glutathione S-transferases (GSTs) are a superfamily of multifunctional enzymes, which are

found in most organisms. The GSTs play an important role in the metabolism of toxins such as

insecticides by conjugation of toxins to glutathione (GSH; �-glutamyl-cysteinyl-glycine). Insect GSTs

are involved in resistance to DDT and pyrethroid, which is currently used in malaria vector control

program. The GSTe2 of Anopheles gambiae (An. gambiae) has the highest DDTase activity currently

observed as well as increased expression in resistant mosquitoes. Thus the resistance of Anopheles
dirus (An. dirus) may be implicated with GSTs. To study the role of GSTs in insecticide resistance, gst
genes have to be isolated.

Coding region of 3 gst genes were isolated by RT-PCR which named as Anopheles dirus
glutathione S-transferase epsilon class sequence 1 (adgste1), Anopheles dirus glutathione S-

transferase omega class sequence 1 (adgsto1) and Anopheles dirus glutathione S-transferase theta

class sequence 1 (adgstt1). They showed 70-90% identity to the orthologous An. gambiae gst genes.

Two clones of adGSTE1  (adGSTE1 WT and adGSTE1 R139H) were purified by GSH affinity

chromatography and characterized. The single amino acid change affected the enzyme activity. Four

clones of adGSTT1 were obtained but only one clone was purified by cationic and hydrophobic

column. The purified adGSTT1 showed the lowest Vmax among An. dirus GSTs characterized to date.

Whereas adGSTO1 showed very low activity toward classical GSTs substrates such as 1-chloro-2,4-

dinitrobenzene (CDNB). Therefore the study of adGSTO1 enzyme activity could not be performed.

Currently, there is no enzymatic information for theta and omega insect GSTs. Thus, the

characterization of these GSTs should be further studied.

The PCR of genomic DNA of adgste1 and adgstt1 revealed that the coding region of these gst
genes is composed of 2 exons and 1 intron. The conservation of exon and intron size in An. dirus and

An. gambiae suggests that these two genes should have an important role.

Keywords: Anopheles dirus, Glutathione S-transferase, Gene isolation, Coding region, Gene structure
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#�67/�������	
�
�%�"�

������������%��6;�6@�����3����$7	�=�&��%� B#=������$��#=��>
����*0�$�����7
����	�='�!6���0

�*���&���9� 	�=�%��������6@�������,��	���!
�������	�=�+,������*0�$��$������&���� �
�'B�
��1��'3

�
� �
� -	����C
���  (Glutathione S-transferase; GST) �6;���#=�����$!��
�'B�
��%�	�=���=�*7,
��%0�*��

�,��	���!
������� 	�=�0��	$���=���+�*�� ����E����������0*!��
�'B�
��:���=�*7,
��%0�*���,��	���!
���

�*� organophosphate ��� organochlorine B#=���6@��$0%��0*!��
�'B�
��:�%����=�*7,
��%0�*���,��	���!


���F!�������$!� pyrethroid 	�=�6;����	�=�+,���6������*0�$��$�����7
������������

������"#����!
���,����$�������������7
�'	� (An. dirus) 	�=�0*!������/	&�6H��������%0���

F!���������+��� ��� gst 	�=���'�,��>=
+%��&���,����

����"#����$��%����	���
�'B�
�0*!������/

�!
� DDT '�, (DDTase activity) ����%�	&�6H�������'�,�%0�����$!� pyrethroid  �%��%:����"#������ gst ���

��� An. dirus ��>=
	&���,	��0��'�7
��*���,��	���!
���F!�����	�=�6;����	&����7
��
�'B�
 GST 	�=

�6;�7,
�1��>:�J��������%�����*0�$�����+,���F!�������,��6����	3�������	�=�$�

���������6;��������!
�,�����+�����#=�	�=��������+>:
6������$� Plasmodium 4 +���'�,��!

falciparum vivax, ovale ��� malaria ���6���� Plasmodium ���$��,�6�!
��6;�������������!�+>:
 
��


���
���%����'�,������*!� 	$�6M6��+�������&��*� 400 �,���� ���,�6O*��6;�'7,�����
�������*�%=�

�,*������������ ��� 2 �,���� ������+�*���,*������: (	�=�� http://203.157.44.67/insect/menu/

yunghkonplong.php) �%��%:����6X
��%��&��%��$��,�6�!
��#��6;�
��	����>
���#=�������*0�$������������

B#=���
�����	&��������&��%����!��:&�7%�����+,���F!����� ��!����+,���F!�����+�������*�%��6;�����

�*��������!�<���,�$������*���,��	�����F!�����+����%:� Y 7#:�  B#=���'�����,��	�����F!�����7
�

������������'���!	�=�&��%� �>
 ��'�	�=���=�*7,
��%0�
�'B�
��1��'3�
� �
� – 	����C
��� (Glutathione

S- transferases; GSTs) (Enayati AA. et. al. 2005)

��1��'3�
� �
�-	����C
��� (E.C.2.5.1.18) �6;���$!��
�'B�
	�=�0����=���+�*��	$�+��� (�� �%�*
 �>+

���� 6���� �� ����
 �0�	�����) B#=��
�'B�
��1��'3�
� �
�-	����C
��� ��0	0�	������,��	��������

��������!�6H�����������+>=
� (S-conjugation) ���*!����1!'3

� (thiol group) 7
� glutathione (�-

glutamyl-cystienly-glycine; GSH) �%0 electrophilic moiety �� hydrophobic 7
�����%:��,�	�=�6;�������

	&���,���6���
0	�='�,�������+>=
�������:&�'�,��7#:�	&���,�*���6;����������>
�����//1��!
������,*�

���0*�����!
����� ����
�'B�

>=� Y �!
'6 ��,*7%0/!��

�����!����� �16�00���3���+���7
�����

��,���
�'B�
��1��'3�
� �
�-	����C
�����'B��B
� (cytosolic GST) ���%�����6;� dimeric protein B#=�

�����������*��%*�%�7
� 2 ��!*��!
�	�=���>
��%���>
�!���%��9'�,��!���,
�
�1!����$!�����*�%�

���%�*
���:���1��,*����%:�'�,���*��������������%��&������$!�7
��
�'B�
��1��'3�
� �
�-

	����C
��� �!��Y ��+!*����'�,������%��&�����
�'B�
��:����*���&������!
����%:��,�	�=�6;����
��	���
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�!
��'�,�����"#�����,*�0*!� �
�'B�
��1��'3�
� �
�-	����C
��� ��!����$!����*���&������!
����%:��,�

	�=��+!*����>=
��:&��%�	&���,����!
����%��&�����6;���$!�  ��6@��$0%�'�,������&�����
�'B�
��1��'3�
�

�
�-	����C
��� 	�=
�1!��'B��B
� (cytosolic GST) 

��6;� 10 ��$!� (class) ������+,�$���0%��	�����

��� �$���0%��	���1���$,��%�*�	�� ����&��%0���
������6;��%*�0!���$!� ������%�*
���:���1��,*�����
�1! 7

��$!� �>
 �
�C� (Alpha) ��* (Mu) '� (Pi) 	��� (Theta) ��66� (Kappa) B��� (Zeta) ����
���� (Omega)

���*�6����#� (cephalopods) ���%�
�1!����$!�B���� (Sigma) ���>+�%�
�1!����$!�C` (Phi) ����������%�


�1!����$!������ (Delta) (Hayes and Pulford, 1995; Pemble et al., 1996; Board et al., 1997 Fournier

et al., 1992; Toung et al., 1990; Board et al., 2000) ������	%=*���+,�*�����>
�7
��&��%0���
�����

�6;��%*�&���� �������*�����>
�7
��&��%0���
���������*!� 50 �6
�
�B9��
���%�
�1!����$!�����*�%�

����!����$!������&��%07
����
��������>
��%��,
��*!� 30 �6
�
�B9��
 (Mannervik et al., 1992)

����*�����>
�7
��&��%0���
������#�	&���,'�!�����/����
�'B�
	�=
�1!����$!�����*�%��,*�

�	����������0���$	3�{�6���� �+!� �	���� Affinity chromatography �#�'�!�����/"#����$��%����	��

�
�'B�
7
��
�'B�
 isoenzyme �%:� Y '�, �#���������������7
����+���������$!�����*�%���,*����

�

�� E. coli ��>=
�+,�����"#����$��%����	���
�'B�
7
���!�� isoenzyme �!
'6


�!��'��9���7,
�1�7
��&��%0�0�7
��
�'B�
��1��'3�
� �
�-	����C
��� ���������=��,����

�&����

��6;� 2 class �>
 class I ��� class II ����$���0%������%0�%0 S-hexylglutathione column �6;�

�%*�0!���$!� ����%0'�,�%��6;� Class I ��!����%0'�!'�,�%��6;� Class II  (Fournier et al., 1992;

Prapanthadara et al., 1993) ����%:�'�,������6��=����00��������+>=
���!��� class I ��� class II �6;�

����,� (Delta) ��� B���� (Sigma) ����&��%0 (Broad et al., 2000)

�!
��'�,��������&��%0�0�7
� cDNA (complementary DNA) 7
���� gst ��$!�B���� ������ 2

+����>
 An. gambiae ��� D. melanogester (aggst2-1, DmGST2) �0*!����	%:��
�������� 1 +$��������

B#=�'�!���*���%��%�3$

�!�����,+���%0�&��%0�0�������� (genome) 7
���=���+�*���6M+��

>=�  ��	������%�7,��

��%0�0*!���� gst ��$!�����,� ��������
�1!����+$�����%������������*!��0��,*
�!���,
� 30 ������

�����*�= (Drosophila species), Musca domestica (M. domestica), Lucilia cuprina, �$�����7
�	*�6

�
C���� (An. gambiae) (accession no.AF316638, AF316637, AF316636, AF316635, Z71480

(unpuplished) ��� �$��,�6�!
�������������7
�'	� (An. dirus) �
������:�%��0*!��
�'B�
 GST ���=�*

7,
��%0�*���,��	���!
'���	�
��
 	�=6@��$0%��+,�6;�����*0�$��$������&���� (Kostaropoulos et al.,

2001 and Vantas et al., 2001)

������
!���&��%0�0������7
��$�������������7
������������ (An. gambiae) ���*!��������

gst 28 ��� �&��������*�����>
��%�7
����
�����
�1!����$!� ����,� (Delta) 	��,� (Theta) �
����

(Omega) B���� (Sigma) B��,� (Zeta) �����$!�	�=�%�'�!'�, (Ding Y. et al.  2003) ������"#������ gst ���$�

An. gambiae ����E�������$!��
CB��
����=�*7,
��%0�*���,��	���!
 DDT (Ranson, H. et al.  2001,
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Ortelli F. et al. 2003) '�,	&����"#���0	0�	7
��
�'B�
 GST ������,��	�� DDT 7
��$������&����

�������� �0*!��&����!�	�=������,��	���!
 DDT 
�1!0�������B��1!	�= 3 division 33B �����>=
*�������
�&��%0

�0��������7
� An. gambiae �0*!���$!���� gst ��$!��
CB��
� (epsilon) 
�1!	�=�&����!�����*�%���: ������

"#����0*!���� GSTe2 ���������

����=����7#:����$�����%�3$
�,��	����F!����� ������$���0%���6;�

DDTase �1�	�=�$� ���������*�������
��� quantitative PCR ��>=
�+, cDNA �6;���!����
 ��>=
�6���0���%0

�������

�7
����+��	%:� 8 ����$!��
CB��
� (GSTe1, GSTe2, GSTe3, GSTe4, GSTe5, GSTe6,

GSTe7 ��� GSTe8)  	%:����$�����%�3$
	�=�,��	�����'�!�,��	����F!����� �0*!����+���&��*� 5 �� 8

7
���$!��
CB��
� (GSTe1, GSTe2, GSTe3, GSTe4 ��� GSTe7) ����

������%0	�=�1�7#:�
�!�����%�

�&��%����$�����%�3$
�,��	����F!����� ����E�������� GSTe2 ������ GSTe7   �����>=
	&�

quantitative PCR B:&�
����%:�����+, genomic DNA �6;���!����
 �0*!��&��*�+$�7
����	�='�,����!�����<�

	�='�,�������+, cDNA �6;���!����
 �%��%:����+��	%:� 4 ����$!��
CB��
� �>
 GSTe1, GSTe3, GSTe5 ���

GSTe7 ������%�3$
	�=�,��	�����'�!�,��	����F!����������&��*�+$�����	!��%� (Ding Y. et al.  2003) B#=�

���"#���0���*� Promoter 7
���� GSTe2 �0*!�����!���%����$�����%�3$
�,��	�����'�!�,��	�� 	&���,

���$�����%�3$
�,�������%0����
���%�����*!��$�����%�3$
'�!�,��	�� 2.8 �	!� ��7��	�=��� GSTe3 ���=�7#:�

����� 1.3�	!� ����%��0*!� regulatory element 	�=���=�*7,
��%0 oxidative stress  (FOXL1; Forkhead box

L1, NF-�B; Nuclear factor �B ��� AhR; aryl hydrocarbon receptor) 	�=
�����������������������

�
�7
��B��
 �����0���*� promoter 7
���� GSTe2 �,*� B#=���>=
	��
0�,*�����+, H2O2 �0*!������/

���=��������

�7
���� GSTe1, GSTe2 ��� GSTe3 ���$��%�3$
�,��	�� ��7��	�=���$��%�3$
�,��	���0

�������

�	�=���=�7#:��E������ GSTe3 �	!��%:� (Ding Y. et al.  2005)

6@��$0%������/������ gst ����$� An. dirus 	%:���� 3 ��� 	�=�6;��������$!� delta '�,��!

adgstIASI, adgst1-5, adgst4-1 (Pongjaroenkit S. et al. 2001, Jirajoenrat K. et al. 2001,

Udomsinprasert, R. and Ketterman, A.J. 2002) ������ adgstIASI ��������,���6;� alternative splicing

�����/��>
��
�B
� 3 '�, 4 �00 	&���,'�,�6����	�=����!���%� 4 �
�'B�
	�=�����*!� adGSTD1-1,

adGSTD2-2, adGSTD3-3, adGSTD4-4 �!
�� �6���������� adgst1-5 �6��=��+>=
�6;� adGSTD5-5  �!*�

�6���������� adgst4-1 �9'�,�6��=��+>=
�6;� adGSTD6-6 (Udomsinprasert, R. et al. 2005) B#=�	%:���������:

���������*�%����$� An. gambiae �%��%:���� gst 
>=�Y 7
��$� An. gambiae �9�*��0���$� An. dirus �+!��%�

B#=��������$!� epsilon �6;���$!�	�=�!�������>=
�����0*!����$� An. gambiae ���=�*7,
��%0�*���,��	���!


DDT
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���%.�/��� 2 '
7�1/� ����1�����'
7�1/��������#/��. �>


1. Genomic DNA library Screening

Genomic DNA library

�
�%���>
�������	�=��� gst �,*� adgst5-1 digoxigenin labeled DNA probe

�
��%����
9��
��� Positive clone ����%:��%��,*��
�'B�
�%��&�����

�
 Southern hybridization �,*� adgst5-1 digoxigenin labeled DNA probe

�
*�������
*!�����	�='�,�6;���� gst ���!��>
'�!

2. ��������� gst ����.,��#%���� PCR

2.1 ������0���*���%�7
���� gst ���!

��%� total RNA ����1��:&��$�����	�= 4

�
 RT-PCR �,*�'��
��
�
	�=

��00���0���*���%�7
���� gst ����$� An. gambia

�

!���&��%0�0�7
�<�<���	�='�,��� RT-PCR

�
����<�<���	�='�,�7,� pET3a (expression vector)

�
����

����	�=����'�,�� E. coli

�
���0���$	3�{�6�������	��
0�$��%����	���
�'B�
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2.2 ������+�:������7
���� gst ���!

��%� genomic DNA ����1��:&�����	�= 4

�
PCR �,*�'��
��
�
	�=

��00������ gst 7
��$� An. gambiae ('��
��
�
����*�%0 2.1)

�

!���&��%0�0�7
�<�<���	�='�,��� PCR

�
�6���0�	��0�&��%0�0�	�='�,�%00���*���%�7
��������*�%� (���7,
 2.1)

�
*�������
������,��7
��������&��%0�0�7
��$��%�

�
�6���0�	��0������,��7
����	�=����'�,�%0�������*�%����$� An. gambiae
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��<����%.�/�

1.����������:�� Plaque ��� genomic DNA library

1. �&��+>:
 E. coli XL1 Blue MRA (P2) ���������:��0�
�����79� LB 0!�	�= 37 �C 7,���>� '�,

�6;����������=�*Y

2. �&����������=�*���:����
�������* LB 6������ 15 ���������	�=�� 10 mM MgSO4 ��� 0.2%

Maltose �7�!�	�= 200 �
0�!
��	� 	�= 37 �C 3-4 +%=*��� 
�!���,�!� OD660 �6;����� 1.0

3. ��90�B��
�,*����6@����*�=�� 500 xg ��� 10 ��	�

4. ������B��
��%0���,*� 10 mM MgSO4 6��������#=�7
�6���������=��,� ����%:���>
���

�B��
��,���!� OD660 �6;� 0.5 �,*��������� 10 mM MgSO4

5. �&��+>:
	�=���!� OD660 �6;� 0.5 �� 600 �l ��!�������� phage 5 –10 �l (<!�������>
���

�,*� SM buffer) 	�=��,���&��*� plaque 50,000 �!
������:���+>:
7��� 150 mm (�,���+,���

����� phage ���*!� 300 �l �!
�+>:
 600 �l)

6. 0!��+>:
	�=�� phage 	�= 37 �C ��� 15 ��	� ����%:�<���%0 Top agar  (LB 	�=�� 0.7%

agarose, 10 mM MgSO4 ��� 0.2% Maltose) 6������ 6.5 ��������� (��
����*���6�%0

��,��
$���1�� 48 �C)

7. �	�+>:
���7,
 6 �� Bottom agar (LB 	�=�� 0.7% agar) 	�=
�1!��������:���+>:
7��� 150 mm

	%�	� �!
�	�= Top agar ���79��%* ����%:��
�����, Top agar ������0� Bottom agar ��	%=*

������:���+>:


8. 0!�	�= 37 �C 6-8 +%=*��� ����9� plaque 7���6����� 1-2 mm �����
����������*��%�

7
� plaque �����%*

(����+,������:���+>:
7��� 100 mm ��,�+,�+>:
�B��
��,�0,�� 200 �l ��� Top agar 3 ���������)

2. ����&��*� phage titer

1. �&��+>:
 E. coli XL1 Blue MRA (P2) ���������:��0�
�����79� LB 0!�	�= 37 �C 7,���>� '�,

�6;����������=�*Y

2. �&����������=�*���:����
�������* LB 6������ 15 ���������	�=�� 10 mM MgSO4 ��� 0.2%

Maltose �7�!�	�= 200 �
0�!
��	� 	�= 37 �C 3-4 +%=*��� 
�!���,�!� OD660 �6;����� 1.0

3. ��90�B��
�,*����6@����*�=�� 500 xg ��� 10 ��	�

4. ������B��
��%0���,*� 10 mM MgSO4 6��������#=�7
�6���������=��,� ����%:���>
���

�B��
��,���!� OD660 �6;� 0.5 �,*��������� 10 mM MgSO4

5. �&��+>:
	�=���!� OD660 �6;� 0.5 �� 200 �l ��!�������� phage 1 �l (	�=�������>
����,*� SM

buffer)  �!
������:���+>:
7��� 100 mm
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6. 0!��+>:
	�=�� phage 	�= 37 �C ��� 15 ��	� ����%:�<���%0 Top agar  (LB 	�=�� 0.7%

agarose, 10 mM MgSO4 ��� 0.2% Maltose) 6������ 3 ��������� (��
����*���6�%0

��,��
$���1�� 48 �C)

7. �	�+>:
���7,
 6 �� Bottom agar (LB 	�=�� 0.7% agar) 	�=
�1!��������:���+>:
7��� 100 mm

	%�	� �!
�	�= Top agar ���79��%* ����%:��
�����, Top agar ������0� Bottom agar ��	%=*

������:���+>:


8. 0!�	�= 37 �C ����9� plaque ����7#:� 6����� 8-12 +%=*���

9. �%0�&��*� plaque 	�=����7#:� ��,*�&��*� titer ����!*� plaque forming unit/ ml (pfu/ml)

3. ���	&� Plaque lift

�6;�����,�� Plaque ���������:���+>:
��0��<!�'�����B��1�������0��

1. ��90��
����	�=�� Plaque 	�= 4 �C 2 +%=*��� ��>=
'�!��, top agar ����%0�<!�'�����B��1�������0

��

2. *���<!�'�����B��1�������0������������:���+>:
	�=�� plaque ��� 2 ��	� ����%:������,*��79�

��>=
6X
�	�"	�����*�� 	&�B:&� ��'�,�<!�'�����B��1�������0�� 2 �<!��!
 1 ���

3. �+!�<!�'�����B��1�������0���� Denaturation Buffer (0.5 N NaOH, 1.5 M NaCl)

   ��� 2 ��	�

4. �+!�<!�'�����B��1�������0���� Neutralization Buffer (0.5 M Tris-HCl pH 8, 1.5 M NaCl)

��� 5 ��	�

5. �+!�<!�'�����B��1�������0���� 0.2 M Tris-HCl pH 7.5, 2X SSC; 3 M NaCl, 0.3 M sodium

acetate) ��� 1 ��	�

6. *���<!�'�����B��1�������0��0������� Whatman ����%:���#����
9��
�,*����
0	�= 80 �C

��� 1.5-3 +%=*���

7. ��90������:���+>:
	�=	&� plaque lift 	�= 4 �C ��>=
�+,������%���>
��
0�!
'6 �!*��<!�'����

�B��1�������0����90	�=
$���1���,
���>=
�+,����� hybridization

8. �����������<!�����*/>
*!��6;� False positive signal �&�<�0*�����<!�����0�� 2 �<!���

�	��0�&����!�0�������:���+>:
 �+,6����*�'*,

4. ����#�
�$��� Phage ���
�����79�

1. ��>=
'�,<�0*������� Hybridization ��,����*$,�0���*�	�=�� plaque 	�=�� signal �,*�6��� tip

2. ����%:��+!*$,��� SM buffer (0.1 M NaCl, 8 mM MgSO4 � 7H2O, 50 mM Tris-HCl pH 7.5 ���

0.01% gelatin) 1 ml <���,*���� vortex ��90	�= 4 �C ��,
�$��� phage ��$�

����*$,�
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3. 6@����*�=�� 6,000 �
0�!
��	� ��� 5 ��	� �1��!*��:&���!��
����!

4. ������
��C
�
���,���*���7,�7,��$�	,���6;� 0.03% (v/v) �&���%0�+,��� �����90�6;� stock

�,
���! DMSO ��,���*���7,�7,��$�	,�� 7% (v/v)

5. �����%����
9��
��� Phage

1. ���� Plaque ���=�* ��,���+>:
�
0Y �,*� ����%:���!����
���� LB 	�=�� 10 mM MgSO4 ��� 0.2%

Maltose 6������ 3 ���������

2. �7�!�	�= 37 �C ���=��,��+>:
��������!
� ��9�*!�7$!� ���:�����B��
����%������9��"��B��
����	�=

��
�

3. 6�!
���,��9�	�=
$���1���,
� ��,*������
��C
�
� 3 ���

4. �����
�'B�
 DNase I (10 mg/ml) �7�!��!
6����� 20 ��	�

5. �0!���!��
� 1.5 ml 2 ��
� �&�'66@����*��� 6,000 �
0�!
��	� ��� 5 ��	�

6. �,�������������7,
 5 6������ 0.6 ml ��!��
����!��,*���� STE (1.5% SDS, 0.3 M Tris-

HCl pH 9, 0.15 M EDTA) 0.2 ml

7. <�����0!�	�= 70 �C ��� 15 ��	�

8. 6�!
���,��9�	�=
$���1���,
� ����%:����� 150 �l 7
� 8 M ������B���
�B���� <����900��:&�

�79� 15 ��	� ����%:�6@����*�=��	�= 12,000 �
0�!
��	� 15 ��	�

9. �,���!*��� 700 �l ��%��,*� phenol/chloroform 1 ��%:� �,*�������� phenol/chloroform 700 �

l <����,�7,��%��,*���� vortex ��� 5 *���	� ��,*6@����*�=��	�= 12,000 ��� 5 ��	�

10. ���� 420 �l 7
� isopropanol <����,*�+!��9�	�= –80 �C ��� 15 ��	�

11.  6@����*�=��	�= 12,000 ��� 20 ��	� 	�:��!*���

12. �,�����
����
9��
�,*� 70% �
	��
� 2 ��%:� �
��,��,�

13. ��������
9��
��%0�,*� 50 �l 7
� TE buffer 	�=�� RNase 0.3 mg/ml 0!�	�= 37 �C 30 ��	�

14. ��>=
������ 2 ��
� �#��*��%��6;� 100 �l ��,*���� 5 M �
��������
�B����6������ 40  �l

����%:����� isopropanol 200  �l

15. �+!�� –80 �C 20 ��	� ��,*6@����*�=��	�= 12,000 ��� 20 ��	� 	�:��!*��� ��90�!*����
����
9��


16.  �,�����
����
9��
�,*� 70% �
	��
� 2 ��%:� �
��,��,�

17. ��������
����
9��
�,*� 20 �l 7
� TE buffer ��90�����������
9��
'*,	�= –20 �C ���*!��+,

���
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6. Southern blotting

 �6;�����,��+�:����
9��
��������0��<!�'�����B��1�������0��

1. �%�+�:����
9��
	�=��%�'�,�,*��
�'B�
�%��&����� (Restriction enzyme)

2. �&����
9��
	�=�%��,*��
�'B�
�%��&�������������7���<!���%*����	�=�6;����  ����+,

      ��%����������>=
�	�=��������'CCX� (Electrophoresis)

3. �&��<!����	�=�����
9��
	�=�%��,*��
�'B�
�%��&�����6���0�%0�<!�'�����B��1�������0�� ��,*

*����0����>=
��,�����
9��
 (VacuGene XL) �����,�<!����
�1!�,��0� �<!�'�����B��1������

�0��
�1!�,���!����,*�+,����#��1�����"�,�����
9��
����<!������0��<!�����0�� �����*�3�

����%���:

- ���� Depurination Buffer (0.25 M HCl) 0��<!����  50  ��������� ���   20  ��	�

- �����:&�	�=<!�����F!��+>:
��,* 50  ��������� ���   20  ��	�

- ���� Denaturation Buffer (0.5 N NaOH, 1.5 M NaCl) ��0��<!����  50  ���������

 ��� 20 ��	�

- ���� Neutralization Buffer (0.5 M Tris-HCl pH 7.5, 3 M NaCl) ��0��<!���� 50

���������      ��� 20 ��	�

- ���� 20X SSC (3 M NaCl, 0.3 M sodium acetate)  	!*���� ���  120-180  ��	�

- ��>=
��0�*������<!�����0��

������������
�����<!����

- �+!�<!�����0�� �� 20X SSC ���   10  ��	�

- 6���0�<!�����0���,*�������B%0 2 �<!� ��,*
0���1,
0���,
� 70 �C ��� 30 ��	�

- ��90�<!�'�����B��1�������0��'*,��/$��������

7. ������������
9��
�%*������ (Probe)

��� PCR DIG Probe Synthesis Kit (*�3��������1!�>
����+, kit) �+, cDNA 7
���� adgst1-5 �6;���!

����
 B#=��6;�������E������
9��
�,*������$� dUTP-digoxygenin ��� �+,'����
�
7
���� adgst1-5 7
��$�

An. dirus �>


adgst1-5F: 5�- CACGCCGCATATGACGACGGTGCTGTACTATC -3�

adgst1-5-1RProbe: 5�- CTGGAATCGTGCCGAGATCGAAGTGCAG - 3�
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����*0�$����*�

pre denature          95 �C               2     ��	�

denature                 95 �C      30   *���	�

annealing                50 �C     30   *���	�           35 �
0

extension                72 �C              1    ��	�

post  extension       72 �C              7    ��	�

hold                         20 �C            20     ��	�

��������E����������	&� Control 	�='�!���� digoxygenin (-DIG) ��7��	�= probe �>
 +DIG ��>=
	&�

PCR ��,* ��*��
0������E����,*���� 1% agarose gel electrophoresis ����6;� –DIG ����7���

6����� 300 �1!�0� ��!�����������E������,
����>=
�	�='�,+,��*!� ����������$����!�*!� ��>=
������ DIG

/#���,*!�����7����	!��%� (-DIG �%0 +DIG)

8. ���	&� Hybridization ��7%:��
��%���:

1. Pre-hybridization

-��!'�����B��1�������0��	�=<!������,�����
9��
���� hybridization tube

-���� pre-hybridization buffer (5X SSC, 0.1% N-lauroylsacosine, 0.02% SDS, 1X

             Blocking Reagent)    20   ���������

-0!�	�=
$���1��    50 �C   ���   3   +%=*���

2. Hybridization

-�	 pre-hybridization buffer ����

�

-��! pre-hybridization buffer ���!   20  ��������� ���  probe 	�=�,���,* 2  '��������

-0!�	�=
$���1��     50 �C 7,���>�

*�������$: Probe '�,�������&� PCR DIG probe 2 '����������!����
�7��� 1.5 ���������

����%:��,����:&���>
���� 5 ��	� ��,*�,�����+!�:&��79�	%�	���� 10 ��	�

3. Washing

-�,���,*�     2X SSC + 0.1% SDS    ���   10   ��	�     
$���1���,
�

-�,���,*�     2X SSC + 0.1% SDS    ���   30   ��	�     
$���1�� 50 �C

     -�,���,*�  0.5X SSC + 0.1% SDS    ���   30   ��	�     
$���1��  50  �C B:&� 2 ��%:�
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4. Detection

     - �,���,*� washing detection buffer (0.1 M Maleic acid ,0.15 M NaCl, 0.3 % (v/v) ���

      Tween 20)   ���   10   ��	�

    - ���� 1X Blocking buffer     25  ���������   ���   30   ��	�

    -��! antibody (anti-digoxigenin-AP,Fab fragments) ��
%����!*�1:10000 blocking buffer

      25  ���������  ���   30   ��	�

    - �+!�<!�����0���� washing detection buffer 50 ��������� ��� 30 ��	�

    - �+!�<!�����0���� detection buffer (0.1 M Tris-HCl, 0.1 M NaCl pH 9.5)  50  ���������    

      ���  5  ��	�

    -�&��<!�����0��7#:����0%C�C
�
�
������!/$��������

    - ��!����%:��,� (CSPD 1:100 detection buffer)   1.5 ��������� ���  20  ��	�

    - �,���<!�����0����!��/$����������,*0!�	�=
$���1�� 37 �C ��� 10 ��	�

5. ���6���0�%0�<!�C`�
� X- ray

     - 6���0�<!�'�����B��1�������0��	�=�����
9��
�6X�����������E����,*��%*������	�=��   

  digoxigenin 
�1!�%0�<!�C`�
� X-ray ��� 15 ��	�

- �+!�<!�C`�
����:&��� developer   6�����   10  *���	�

- �,���<!�C`�
��,*��:&�

- �+!�<!�C`�
����:&��� fixer 6�����  10  *���	�

- �,���<!�C`�
��,*��:&�

- ����<!�C`�
���,��,�

6. ����,���%*������

�����<!�'�����B��1�������0��

- �+!�<!�����0�����:&�	�=<!�����F!��+>:
��,*

- �+!�<!�����0���� 0.2M NaOH, 0.1% SDS (w/v)��� 30 ��	� 2 ��%:�Y �� 50 ���������

- �,���,*� 2X SSC ��� 5 ��	�

- 
0�<!�����0����,��,�	�=
$���1�� 70 �C ��� 30 ��	�

 - ��90'*,�+,�����	��
�
>=� Y
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9. �����%����
9��
7
��$��%�6�,
��,*��������� DNAzoL
®Reagent

�����%����
9��


1. �&��1��:&��$� 1 ��%���!�������!�0� ����%:�����'����������*��'6

2. 0��%*
�!����,���
������6;�<���7�* ��,*�%���!����
�	�=�� DNAzoL
®Reagent 
�1! 1 ���������

���<����,�7,��%�����+,'����6`�6��1�7#:���

3. �&�'66@����*�=��	�=�*����9*�
0 10,000×g 
$���1�� 4 �C ��� 10 ��	�

4. �����
����
9��
���������� 95% �
	��
� 0.5 ��������� / 1 ��������� DNAzoL
®Reagent ���

�%:�<����,�7,��%������� Inversion ��,*��90	�=
$���1���,
� 1-3 ��	� �,�����
9��
	�=�����
���!

����
����!�,*�����7�=��,*� tip (���'�!��9����
����
9��
����*!�6��������
9��
	�='�,���,
�

����'6�>
 <15 μg ��,�&�'66@����*�=��	�=�*����9*�
0 4,000×g 
$���1�� 4 �C ��� 1-2 ��	�)

5. �,�����
����
9��
�,*� 0.8-1.0 ��������� 7
� 75% �
	��
� �&�'66@����*�=��	�=�*����9*�
0

10,000×g ��� 5 ��	� 	&�B:&� 2 ��%:�

6. ��������
9��
�,*� 500 '��������7
� 8 mM �B�����'���
�'B�
 (NaOH) ��,*��90����������

�
9��
	�='�,	�=
$���1�� -20 �C

* ����#�1�: ���
9��
	�=��%�'�,���7%:��
���:���%�����6;����:&������>=
�����%�'�!������&��%��6����

��>
��

���������$�7
����
9��


���	&����
9��
��,0���$	3�{ (����7�*���7#:�)

1. �&����
9��
	�='�,��������%���7%:��,��������������� Phenol (pH 8.0) 1 6������ (500

'��������) ����%:�<����,�7,��%���,*�&�'66@����*�=��	�=�*����9*�
0 10,000×g ��� 15 ��	�

�,���!*��� (�!*��:&�) ��!��
����!

2. ���� Chloroform 1 6������ (6����� 450 '��������) ����%:�<����,�7,��%���,*�&�'66@����*�=��

	�=�*����9*�
0 10,000×g ��� 15 ��	� �,���!*��� (�!*��:&�) ��!��
����!

3. �����
����
9��
�,*� isopropanol 1 6������ (6����� 400 '��������) ��,*�+!�� -20 �C

��� 15 ��	� (����,
������,���
9��
�����
����7#:� ��,���� 1/10 6������7
� 3 M �B�����


�B������'6�!
� isopropanol)

4. �&�'66@����*�=��	�=�*����9*�
0 10,000×g 
$���1�� 4 �C ��� 15 ��	�

5. �,�����
����
9��
�,*� 1 ��������� 7
� 75% �
	��
� 2 ��%:�

6. ������
9��
��, 75% �
	��
�������
���� �����,�����'6����������%0����'�!��

7. ��������
9��
��%0�,*� TE buffer  (10 mM Tris-HCl pH 8, 1 mM EDTA) 20 '��������
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10. ���	&���,���
9��
0���$	3�{����������+, QIAquick Gel Extraction Kit

1. �&����
9��
�%*
�!��������,*����	&� Electrophoresis ����+, 1% agarose gel

2. �%��/0���
9��
	�=�,
�����,*����<!��%������, UV �*����*��>=��1� ��,*��!����
����!�����,��

7�����9�	�=�$�

3. +%=��:&���%����	�=�%�'�,��,*����0%C�C
�
 QG 3 6������ �!
 1 6������7
���� (���	�=100 mg 7
�

���6������6;�100 μl) �&���%�������	�=�$� �>
 400 mg /,��:&���%��������*!� 400 mg �,
�

�+,��
�7������!�*!� 1.5 ���������

4. �&���
�'60!�	�=
$���1�� 50 �C ��� 10 ��	� (��>
���*!������������) /,��,
������,���

�����'�,��7#:���,<�� (vortex) 	$�Y 2-3 ��	�7��0!� ���/,��6
�
�B9��
�������*!� 2% ��,���=�

�*�������0!�

5. ��%��������������,*��,��*��1��7
����������,
��6;������>
� (���>
���7
�0%C�C
�
 QG 	�=

'�!����������
�1!) /,���7
����������6;����,���>
�!*���,	&�������� 3 M sodium acetate pH

5.0 ��,*<����,�7,��%���'�,����������%0�6;������>
�

(����1�B%0���
9��
7
� QIAquick membrane ����6����	3������	�=�!� pH 7.5 /,�0%C�C
�
 QG

�������>
��!� pH �� 7.5 /,��6;����!*������!� pH ����*!� 7.5)

6. (	����>
�) ���� 1 6������ 7
� isopropanol ��,*<����,�7,��%� ��	&���,'�,���
9��
	�=��7���

�,
��*!� 500 �1!�0� �������*!� 4 �����0����7#:� (�,��6@����*�=��)

7. ��!�����������
9��
���� QIAquick column 7��� 750 '��������	�=�� collection tube 
�1!

8. �&�'66@����*�=��	�=�*����9*�
0�1��$���� 1 ��	� 6�������1��$�	�= column �$'�,�>
 750'��������

/,��%*
�!��������*!� 750'����������,�1��!*����,���!��7
� column 

���,*�����%*
�!��	�=

���>
�,��0�����%:��&�'66@����*�=��
����%:�

9. �1���������	�='��<!�� column 	�:� ��,*��! QIAquick column ���� collection tube �������

��� collection tube �����/�&���%0���+,���!'�,��>=
��7���������

10.  (	����>
�) ����0%C�C
�
 QG 500 '�������� ���� QIAquick column ��,*�&�'66@����*�=��	�=

�*����9*�1��$���� 1 ��	� ��7%:��
���:�6;�����,�� agarose gel 	�=������>


����

11.  ����0%C�C
�
 PE 750 '�������� ���� QIAquick column ��,*�&�'66@����*�=��	�=�*����9*�1��$�

��� 1 ��	� �1��!*���	�='��<!�� column 	�:� (B:&� 2 ��%:�) ��,*�&�'66@����*�=��
����%:���>=
�#��
	�

�
�	�=���>

�1!���0%C�C
�
 PE ��,��� /,����
9��
	�=�,
�������+,�����	�=���*��'*�!
���>
 �+!�

blunt-end ligation ��� direct sequencing ��,�%:� column '*, 2-5 ��	� ��%��������0%C�C
�


PE ��,*�&�'66@����*�=��

12.  �,�� QIAquick column ������
� microcentrifuge ���!
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13.  +����
9��
�������0%C�C
�
 EB 30-50 '�������� 0���*�����7
� QIAquick membrane ��,*

�&�'66@����*�=��	�=�*����9*�1��$���� 1 ��	� (B:&� 2 ��%:�) /,��,
�������
9��
	�=�*���7,�7,������,

���� 30'��������7
�0%C�C
�
 EB ������� membrane ����%:���
�	�:�'*, 1 ��	�

14.  ��90�����������
9��
	�='�,'*,	�= 4 �C ��>
 -20 �C

11. �����%�
��
�
9��
����$��,�6�!
�

1. �&��1��:&�7
��$��,�6�!
���0���'����������*���6;�<�

2. �%��$��,�6�!
�	�=�6;�<���,*��!����
��&���%0�+,6@����*�=�� (Eppendorf) 7��� 1.5 ��������� 	�=��

TRIZOL
	 Reagent 1 ��������� (������,
��%��$���!'�!��,���� 10% 7
���� TRIZOL

	 Reagent

	�=������
�) ��,*�+,6̀�6��1�7#:�����>=
��,���<���%� ����%:��&�'6 vortex

3. �&�'66@����*�=��	�= 12,000 �
0�!
��	� �6;��*�� 10 ��	� 	�=
$���1�� 2-8 
�"��B��B���

4. �,���!*�7
����������,��0�'6��!����
�6@����*�=�����!

5. �&���������	�='�,�&�'60!�	�= 15-30 
�"��B��B��� �6;��*�� 5 ��	�

6. ������
��C
�
� 0.2 ����������!
 TRIZOL
	 Reagent 1 ��������� 	�=�+,���
����=��,�

7. �7�!���
���,���	%:��
�<���%�6����� 15 *���	� ����&�'60!�	�= 15-30 
�"��B��B���

6����� 2-3 ��	�

8. �&�'66@����*�=��	�= 12,000 g 
$���1�� 2-8 
�"��B��B��� �6;��*�� 15 ��	� ��'�,��������	�=

�0!��%*�6;� 3 +%:� �>
 phenol-chloroform phase, interphase  ��� aqueous phase  B#=� 
��


�
9��
��
�1!���!*��$�	,����:

9. �,���!*��:&� (Aqueous phase)  '6��!����
�6@����*�=����
����!

10. �����
�
��
�
9��
����+, Isopropyl alcohol 0.5 ����������!
 1 ���������7
� TRIZOL
	

Reagent 	�=�+,���
����=��,� <����'6�� aqueousphase 	�='�, ������7�%0��
�

11. �&�'60!�	�= 15-30 
�"��B��B��� �6;��*�� 10 ��	�

12. �&���������'66@����*�=��	�= 12,000 g 	�=
$���1�� 2-8 
�"��B��B��� �6;��*�� 10 ��	� ����9�

���
�
��
�
9��
	�=���%������,��������
�1!	�=7,����
�6@����*�=��

13. �,�����������,��0�

� ����,�����
�
��
�
9��
�,*� 75% �
	��
� 6������ 1 ���������

�!
 1 ���������7
� TRIZOL
	 Reagent 	�=�+,���
����=��,� vortex ��,���
�7
�
��
�
9��
�
�

�%*����%:��&�'66@����*�=��	�= 7,500 xg 
$���1�� 2-8 
�"��B��B��� �6;��*�� 5 ��	� ����%:��,��

�!*���

�	�:� ����,�����
�
��
�
9��
�,*� 75% �
	��
�
����%:�

14. ��>=
�,�����
�
��
�
9��
��,* 6�!
�	�:�'*,��,��,�

15. /,����
�
��
�
9��
������,	&������%���

�����+,CM�
��%���:

15.1 ��������
�
��
�
9��
�� TE (	�=�+,�:&�	�=<�� DEPC ���<!�����F!��+>:
��,*) 200
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        '�������� 6�!
���,���
�
��
�
9��
�������,���

15.2 ����CM�
� pH 4 ��'6����������
��
�
9��
6������ 1 �	!�7
���������
��
�
9��


       	�=��

15.3  <����������
��
�
9��
��,�7,��%0CM�
� ��,*�&�'66@����*�=��	�= 12,000 g 
$���1�� 2-

8 
�"��B��B��� �6;��*�� 15 ��	� ��>=
��,CM�
����+%:�

15.4 �,�����������,��0�'6��!����
�6@����*�=����
����! ��,*������
��C
�
���'6

        6������ 1 �	!�7
���������
��
�
9��
	�=�� �7�!���,���������7,��%�

15.5 �&�'66@����*�=��	�= 12,000 g 
$���1�� 2-8 
�"��B��B��� �6;��*�� 15 ��	� ��>=
��,

        ��
��C
�
����+%:�

15.6 �,�����������,��0�'6��!����
����!��,*	&����7,
 10-14 
����%:�

16. ��������
�
��
�
9��
	�='�!������,*���:&�6����������*��������� (10-30 '��������)

17. �&���������
��
�
9��
	�=�������,*��90'*,	�= –20 
�"��B��B���

18. �&�
��
�
9��
	�=��%�'�,'6��*��
06����	3����7
�
��
�
9��
����+,���	&� 1% agarose gel

electrophoresis

12. ����%�������
 cDNA

1. ������6H��������%���:

Distilled water            9 '��������

Oligo (dT) (500 �g/ml)            1 '��������

10 ng-5 �g total RNA             2 '��������

10 mM dNTP Mix             1 '��������

                  6��������������	%:����   13 '��������

2. <�����	%:�����7,��,*��%���,*�&�'66@����*�=��

3. ��,�*���,
�	�= 65 
�"��B��B����6;��*�� 5 ��	� ��>=
��0�*���,��'6'*,���:&��79�	%�	�

4. �&�'66@����*�=�� ����%:�����

5X First-Strand Buffer    4 '��������

0.1 M DTT       1 '��������

RNaseOUTTM Recombinant Ribonuclease Inhibitor (40 units/�l)    1 '��������

5. <�����	%:������,�7,��%� ��,*�&�'66@����*�=��

6. �&�'60!�	�=
$���1�� 50 
�"��B��B��� �6;��*�� 2 ��	�

7. �,����'*,���:&��79� ������� SuperScriptTM lll  (200 units) 1 '�������� <������������,�7,�

�%���,*�&�'66@����*�=��
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8. �&�'60!�	�=
$���1�� 50 
�"��B��B��� �6;��*�� 50 ��	� �!
����%:�0!�	�=
$���1�� 70 
�"�

�B��B��� �6;��*�� 15 ��	�

9. �&� cDNA 	�='�,'6��90	�= –20 
�"��B��B��� ��>=
�&�'6�+,�!
'6

13. ���	&� PCR

PCR 7
� Genomic DNA

�+,�
�'B�
 HotStartTaq DNA polymerase, 3 mM MgCl2,

0.5 �M Aggste1-F (5'-TGTCTCCATATGCCGAAACCTGTGCTATAC-3') ��>


0.5 �M Aggstt1-F (5'-CGCCTCCATATGTCGAAAAATCTAAAATAC-3'),

0.5 �M Adgste1-R (5’-CTATTTCATATGTTACGCCTGGCGATTC-3’) ��>


0.5 �M Adgstt1-R (5’-CTCTTTCATATGTTACAATTTGTTCTTTGCGA-3’)

��� Genomic DNA/Sau3AI (1 �g) ������*0�$����*��%���:

pre denature          95 �C               15     ��	�

denature                 95 �C      30   *���	�

annealing                55 �C      30   *���	�           35 �
0

extension                72 �C               3   ��	�

post  extension       72 �C               7    ��	�

hold                         20 �C            20     ��	�

����%:���*��
0������=��&��*��,*����	&� 1% agarose gel electrophoresis 100 V 50 ��	�

PCR 7
� RT

��� adgste1 ��� adgstt1

�+,�
�'B�
 Pfx DNA polymerase (��>=
������ proofreading), 2 mM MgSO4,

0.5 �M Aggste1-F (5'-TGTCTCCATATGCCGAAACCTGTGCTATAC-3') ��>


0.5 �M Aggstt1-F (5'-CGCCTCCATATGTCGAAAAATCTAAAATAC-3'),

0.5 �M Adgste1-R (5’-CTATTTCATATGTTACGCCTGGCGATTC-3’) ��>


0.5 �M Adgstt1-R (5’-CTCTTTCATATGTTACAATTTGTTCTTTGCGA-3’) ��� cDNA (RT)
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������*0�$����*��%���:

pre denature           94 �C               2     ��	�

denature                 94 �C       30   *���	�

annealing                55 �C       30   *���	�           35 �
0

extension                68 �C               1   ��	�

post  extension       68�C                7    ��	�

hold                         20 �C              20     ��	�

 ����%:���*��
0������=��&��*��,*����	&� 1% agarose gel electrophoresis 100 V 50 ��	�

��� adgsto1

�+,�
�'B�
 HotStartTaq DNA polymerase, 3 mM MgCl2, 0.5 �M Aggste1-F ��>
 0.5 �

M aggst O1-F (5'CAGTTCCATATGAGCAACGGAAAGCATCT 3'), aggst O1-R

(5'CACCTCCATATGTTACGCCAAGATATCGTAGT3') ��� cDNA (RT)

     �&��%0�0��%*����>
 start ��� stop codon �!*��&��%0�0�	�=7����,���,�>
0���*����&�7
��
�'B�


Nde I

      ������*0�$����*��%���:

pre denature           94 �C               15     ��	�

denature                 94 �C       30   *���	�

annealing                50 �C       30   *���	�           35 �
0

extension                72 �C               2   ��	�

post  extension       72�C                7    ��	�

hold                         20 �C              20     ��	�

����%:���*��
0������=��&��*��,*����	&� 1% agarose gel electrophoresis 100 V 50 ��	�

14. �����,�������* (Contiq)

�6�����	�=�+,�������,�� contiq ������
!���&��%0�0� 2 	�"	�� �>
 Bioedit

15. ����6���0�	��0�&��%0�0���>
�&��%0���
�����

�6���0�	��0����6����� ClustalX ��� GeneDoc
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16. �����%�������� (CTAB plasmid DNA miniprep from E. coli)

(	�=�� : http://www.biioinformatics.vg/Methods/miniprepf.htm) �%��6�������*�3�7
� DELSAL

G, MANFIOLETTI G ���  SCHNEIDER C.

1. �&�������7
� E. coli 	�=�� plasmid 	�=�,
�������:����
���� LB 	�=����6H�+�*��	�=������� (��

���	��
��+,�
���B����) �7�!�	�= 200 �
0�!
��	� 	�=
$���1�� 37 
�"��B��B��� 7,���>�

2. ��90�B��
���
���� 3 ��������� ������6@����*�=��	�= 13,000 �
0 �*�� 30 *���	� ����%:��,���!*�

���,��0�	�:�

3. ��������
��B��
	�='�,�� 0.4 ��������� STET (8% sucrose w/v, 0.1% Triton X-100, 50 mM

EDTA, 50 mM Tris pH 8.0) ����%:�<����,�6;���>:
����*�%�

4. ���� 20 '��������7
��
�'B�
'��B'B�
 (�*���7,�7,� 50 �������%��!
���������) ����%:�7�%0��
�

�0� Y ��,����7,��%� �&�'60!�	�=
$���1���,
� 5 ��	� ��>
�����	%=��*����>����=� ��!'�!���� 10

��	�

5. �&���������'6�,� �6;��*�� 45 *���	� ����%:��&�'66@����*�=��	�= 13,000 �
0�!
��	� 	%�	��6;�

�*�� 15 ��	�

6. �,�����
� (pellet) ��7�*

�	�:�����+,'�,��:�C@�

7. ���� 20 '��������7
� 5% CTAB ������������ ����%:�7�%0��
���,����7,��%� �%:�	�:�'*, 5

��	�

8. �&���������'66@����*�=��	�= 13,000 �
0�!
��	� �6;��*�� 5 ��	� �1����������,��0�	�:� ���>


���
����
9��
	�=
�1!�,���!��7
���
�'*,

9. ��������
����
9��
�� 500 '�������� 7
� 1.2 M Nacl ���� 1 '�������� 7
��
�'B�
 RNase

A (�*���7,�7,� 10 �������%��!
���������) ����%:��&�'60!�	�= 37 
�"��B��B��� �6;��*�� 30 ��	�

��>
���*!����
9��
����������

10. ��>=
���
9��
����������,*�#����� 500 '����������
��C
�
� ���<����,�7,��%� ����%:��&�

'66@����*�=��	�= 13,000 �
0�!
��	� �6;��*�� 5 ��	�

11. �,�����������!*�0� (�!*��:&�) '6��!��
�6@����*�=��7��� 1.5 ������������!�!*�����,���!��

(�>
��
��C
�
�) ��,	�:�'6

12. ���� 3 M �B�����
�B���	 6������ 1/10 7
���������	%:���� ����%:�<������������,�7,��%�

13. ���� 95% �
	��
� 6������ 2 �	!�7
���������	�=�� ����%:�<����,��������	%:���� ������

7�%0��
� ��,*�&�'6�+!��9�	�= 0 ��>
 -20 
����B��B����6;��*�� 10 ��	�

14. �&���������	�=<!������+!��9���,*'66@����*�=��	�= 13,000 �
0�!
��	� �6;��*�� 15 ��	�

15. 	�:������������,��0������90���
����
9��
'*,
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16. �,�����
����
9��
�,*� 70% �
	��
� ����&�'66@����*�=��	�= 13,000 �
0�!
��	��6;��*�� 5 ��	�

�
� 70% �
	��
�

���,��� 	&� 2 ��%:�

17. 	�:���,���
����
9��
��,�

18. ��������
����
9��
�,*� 10 mM Tris-HCl pH 8.00 ��>
 �:&� 6��������,*��!�*���������

(30-50 '��������)

17. ��������� Competent cell ���*�3�7
� Inoue ������

1. ���:���+>:
	�=�,
�����&���	&� Competent cell ��
�������:���+>:
 LB �00���*	�=������6H�+�*��

���+���7
��B��
	�=�,
���������	��
��+, E. coli DH5
 '�!��!��6H�+�*��6����� 250

��������� 	�=
$���1�� 18 
�"��B��B��� �7�!�	�= 200-250 �
0�!
��	� ���:���B��
����'�,�!��*��

7$!�	�=�*����*��>=� 600 ���������	!��%0 0.6

2. �&��B��
�0�	�����	�='�,'60!����:&��79��6;��*�� 10 ��	�

3. ��90�B��
����&�'66@����*�=��	�= 2,500 xg  (3,000 �
0�!
��	�) �6;��*�� 10 ��	� 	�=
$���1��  4


�"��B��B��� ��,*�1��!*���

�	�:�

4. ������������ TB 	�=�+!��9� 80 �����������'6 ����&�'60!����:&��79��6;��*�� 10 ��	� ��%����

�%:�	&����6@����90�B��
����1��!*���	�:�'6

5. ��������
��B��
�,*��������� TB 20 ��������� ������� DMSO ������*���7,�7,��$�	,��

�6;� 7% �7�!��0� Y ��,�������B��
<����,�7,��%�

6. �&�'60!�0��:&��79��6;��*�� 10 ��	�

7. �B��
	�='�,�0!���!��
�6@����*�=��7��� 1.5 ��������� 	�=�+!��9�'*, ��
��� 0.2 ���������  ��,*�&�

'6��
$���1��
�!���*���9*����+!��'����������*

8. ��90�B��
	�=�79���,*'*,	�= -80 
�"��B��B���

��������� TB buffer (Transformation buffer) ���*�3�7
� Inoue ������

1. �&��*����+%=������>=
��,���*���7,�7,��6;� 10 mM Hepes(��>
 Pipes), 15 mM CaCl2 ���

250 mM KCl

2. <�����	%:�����7,��,*��%�

3. 6�%0 pH ��,�6;� 6.7 �,*� KOH

4. ����� MnCl2 ��,���*���7,�7,��$�	,���� TB �6;� 55 mM

5. 	&���,6�
��+>:
����&��������� TB '6<!���%*��
�	�=��7�����,�<!��"1��
���� 0.45

'��������

6. ��90�������� TB 	�=<!�������
���,*	�=
$���1�� 4 
�"��B��B���
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*�3����/!��������
9��
���<���7,��1! E. coli (transformation) ���*�3�7
� Inoue ������

1. ����� Competent cell ����
�6@����*�=��7��� 1.5 ��������� B#=���!����
����B��
 200

'�����������:&��79�

2. ��������������
9��
6����� 1-5 '������������ competent cell 	�=
�1!����
� ��,*�&�'60!�

���:&��79��6;��*�� 30 ��	�

3. Heat shock �B��
	�= 42 
�"��B��B��� (�����/�+,
$���1���1��$�'�,	�= 52 
�"��B��B���) �6;�

�*�� 30 *���	� ����,��'60!����:&��79�	%�	�

4. ����
�������* LB ��'6 800 '�������� ����&�'6���:��	�= 37 
�"��B��B��� �7�!� 200 �
0�!


��	� �6;��*�� 1 +%=*���

5. �&��B��
	�='�,'6�������:��0�
�����79� LB 	�=����6H�+�*�����	�=�,
���� 	�=
$���1�� 37 
�"�

�B��B��� �6;��*�� 1 �>�

18. *�3�����%���>
����7���7
�������� (Rapid size screening)

1. �&��B��
�%*
�!��100 '�������� 	�=���:����
�������*�6;��*�� 1 �>� 
$���1�� 37 
�"��B��B���

�7�!� 200 �
0�!
��	�  6@����*�=����90�B��
'*,

2. ���� 50 '��������7
� Lysis buffer (Lysis buffer;  5 mM EDTA, 10% (w/v) sucrose, 0.25%

(w/v) SDS, 100 mM NaOH, 60 mM KCl, 0.05% (w/v) bromophenol blue) <����,�7,��%�

3. �&�'60!�	�= 37 
�"��B��B��� �6;��*�� 5 ��	�

4. ��>=
��0�*���,��'60!����:&��79�	%�	��6;��*�� 5 ��	�

5. �&�'66@����*�=��	�= 12,000 �
0�!
��	� �6;��*�� 4 ��	�

6. �1��E�������,��0��� 20 '���������6;�����%*
�!�������	&� 1% agarose gel

Electrophoresis ����+,�����'CCX� 50 �*��
 �6;��*�� 2 +%=*��� 30 ��	�

19. �������

�7
����
9��
���<��

1. ���:�� E.coli BL21(DE3)pLysS 	�=�����
9��
���<��	�=�,
����
�1!��
���� LB broth 	�=��

ampicillin 100 μg/ml ��� chloramphenicol 34 μg/ml 6������ 3 ml 	�= 37ºC 7,���>�

2. �+,�+>:
���7,
 1 �6;��+>:
���=��,� ����+, 1% 7
�6������
���� (����,
��������

� 200 ml

�,
��+,�+>:
���=��,� 2 ml) 
����	�=�+, �>
 LB broth 	�=�� ampicillin 100 μg/ml ���

chloramphenicol 34 μg/ml �7�!�	�= 37ºC ���!� OD600 /#� 0.6

3. +%��&���,���������

��,*�������� IPTG ��,���*���7,�7,��$�	,�� 0.1 mM �7�!��!
 3 +%=*���

4. ����%:��+!7*�+��1!���7,
 5 ���:&��79� 20 ��	�

5. �	��!7*��&���%06@����*�=�� ��,*6@����*�=��	�= 7,000 �
0�!
��	� 10 ��	� 	�= 4ºC
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6. ��90�����������
�7
��B��
��
���� LB 10 ml

7. �,����!��
�6@����*�=�� ��,*6@����*�=��	�= 7,000 �
0�!
��	� 10 ��	� 	�= 4ºC

8. ��90���
��B��
'*,	�= -20ºC ���*!��+,���

 

20. ������0���$	3�{�
�'B�


��������� cell lysate

1. ���
��B��
	�='�,������+%��&� 200 ml �������%0�� 19.2 ml 7
� phosphate buffer pH 7.3

(140 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4,1.8 mM KH2PO4 pH 7.3), 800 μl 7
�

�
�'B�
 lysozyme (100 mg/ml), 14.4 μl 7
� 1.4 M mercaptoethanol ��� 200 μl 7
� 1 M

DTT

2. <������%:��+!���:&��79� 30 ��	�

3. 	&���,�B��
������ French press 	�= 1000 psi

4. �&��B��
	�=���'66@����*�=�� 10,000 �
0�!
��	� 	�= 4ºC 20 ��	�

5. ��90�!*���'*,���:&��79��&���%0�+,�� Affinity chromatography

������0���$	3�{�,*� GSTrap affinity chromatography

�
�'B�
 GST 	�=������:&����!*� supernatant /1����0���$	3�{

�����6����
>=�Y �,*� GSTrap

affinity chromatography B#=�*�3��+,����1!�>
 *�3��%��76 (	$�7%:��
�	&�	�= 4ºC) '�,��!

1.E�� GSTrap column �,*� PBS pH 7.3 (binding buffer) 6������ 5 �	!�7
� column  (5 bed

volumes)

2. E���!*��������������� cell lysate 6������ 10 ml �,*�
%��� 1 ml/min ����%:��%� column '*,

10 ��	� ������!*������>

�1!�9E���!
'6 7������*�%���90 flowthrough ��>=
*�������
*!��
�'B�
�%0

�%0 column '�,��>
'�!

3. �,�� GSTrap column �,*� PBS pH 7.3 6������ 35 ml �,*�
%��� 5 ml/min ��>=
+��6����
>=�Y 	�=

'�!�,
����

���� column

4. +��6����	�=�,
�����,*� elution buffer (10 mM GSH in 1.5 M Tris-HCl pH 8.0, and 10 mM

DTT) 40 ml�,*�
%��� 5 ml/min ��90�!*�	�=+�

����6;��!*�Y�� 10 ml �#�'�,	%:���� 4 fraction

5. �&���!�� fraction '6*�������
��������
�'B�
 (����+>=
� GSH �%0 CDNB) ��,*�*� fraction 	�=��

�
�'B�
�7,��,*��%�

6. �&���	&���,�7,�7,�7#:��,*������!�� centriprep-10 (Amicon) ����%:�6@����*�=�� 2500 xg 	�= 4ºC ��

�*!�6�����������>
�,
��*!� 1.5 ml
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7. E���%*
�!���� HiTrap desalting column 	�=<!�����E���,*� 50 mM phosphate buffer pH 6.5

6������ 5 �	!�7
� column (25 ml) �,*�
%��� 5 ml/min ��>=
�&��%� GSH 

��,*�

8. +��
�'B�


���� HiTrap desalting column �,*� 50 mM phosphate buffer pH 6.5 	�=�� 10

mM DTT 6������ 2 ml

9. 	&���,�6�������*���7,�7,����=�7#:��,*���!�� centriprep-10 (Amicon) ����%:�6@����*�=�� 2500 xg

	�= 4 ºC ���*!�6�����������>
�,
��*!� 1ml

10. ���� glycerol 	�=<!�����F!��+>:
��,*��,���*���7,�7,��$�	,�� 50%

11. ��90�
�'B�
	�=���0���$	3�{'�,	�= –20 ºC

12. �,�� GSTrap column �,*� PBS 10 ml ����,*� 6 M guanidine hydrochloride 20 ml ���

PBS 50 ml �!*� HiTrap desalting column �,���,*� 50 mM phosphate buffer pH 6.5 25 ml

��90 column '*,	�= 4ºC

������0���$	3�{�,*� HITRAP® 
SP XL column ��� HITRAP® 

PHENYL SEPHAROSE column

��� HITRAP® 
SP XL column �6;� cationic exchanger �!*� HITRAP® 

PHENYL SEPHAROSE

column �6;� hydrophobic chromatography B#=�*�3��+,����1!�>
 *�3��%��76 (	$�7%:��
�	&�	�= 4ºC) '�,��!

1. ��%����+%��&��������

� ������ cell lysate ��90�!*������:&��79��&���%0������0���$	3�{

2. E�� HITRAP® 
SP XL column �,*� Start buffer (50 mM PO

4
, pH 7) 	�= 5 ml/min 6������ 10

�	!�7
� column

3. ��90�!*� flow-through

4. �,�� column �,*� 50 mM PO
4
, pH 76������ 5 �	!�7
� column

5. +��6�����,*� 15 ml 7
� 50 mM PO
4
, pH 7 + 150 mM NaCl

6. +��6�����,*� 15 ml 7
� 50 mM PO
4
, pH 7 + 250 mM NaCl

7. +��6�����,*� 15 ml 7
� 50 mM PO
4
, pH 7 + 500 mM NaCl

8. �&��6����	�=+�'�, 3 �!*� (Fraction) '6*�������
�,*� SDS-PAGE *!����6���� GST 	�=�,
����	�=

fraction �� 6����%�'�,	�= 250 mM NaCl

9. �&� fraction 	�=���6���� GST ����!
�,*� HITRAP® 
PHENYL SEPHAROSE column

10.  E�� HITRAP® 
PHENYL SEPHAROSE column �,*� 50 mM PO

4
, pH 7 + 2M NaCl

11.  E���6�������7,
 9 	�=���� NaCl ��,���*���7,�7,��$�	,���6;� 2 M �,*�
%���'�� 5 min/ml

12.   ��90 flow-through
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13.  �,�� column �,*� 20 ml  7
� 50 mM PO
4
, pH 7 + 150 mM NaCl ����,*�  20 ml 7
� 50

mM PO
4
, pH 7

14.  +��6�����,*�15 ml 7
� 20% Ethylene glycol

15.  �,�� HITRAP® 
SP XL column �,*� 50 mM PO

4
, pH 7 + 1 M NaCl 6������ 5 �	!�7
�

column ����,*� 50 mM PO
4
, pH 76������ 10 �	!�7
� column �!*� HITRAP® 

PHENYL

SEPHAROSE column �,���,*� �:&���%=�	�=F!��+>:
��,* 25 ml ��90 column '*,	�= 4ºC

21. ���*�������
7�������*��0���$	3�{

 �,*����	&� Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS – PAGE)

1����%�* 2.1 �!*�6���
07
� Separating Gel ��� Stacking Gel

Separating Gel Stacking Gel

Monomer Concentration 12 % 4.0 %

Acrylamide/bis 4.00 ml 0.65 ml

Distilled water 3.35 ml 3.05 ml

1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 2.50 ml -

0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 - 1.25 ml

10 % (w/v) SDS                  100 �l 50 �l

10 % ammonium persulfate 50 �l 25 �l

TEMED  5 �l  5 �l

Total monomer 10 ml  5 ml

��������� 5x electrode (Running) buffer, pH 8.3 6���
0�,*�

Tris base 15 ��%�/����

     Glycine            72  ��%�/����

     SDS   5 ��%�/����

<�����	%:�����7,��,*��%�����&��%06�%06�������,*��:&���%=�	�=F!��+>:
��,*��,��6�������$�	,���6;�

1 ����

*�3����	&� SDS-PAGE

1. �	 Separating Gel 	�=����������0�,
���,* (�����	�= 2.1) �����<!������	�=������'*, B#=��<!�

��������,
��+9���,��
���,*� 95% �
	��
� ����%:�6�%0<�*��,������,����0�,*��:&���%=� ��>=
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Separating Gel �79��%*��,�	�:&���%=�	�=<�*��,�	�:� ����%:��	 Stacking Gel 	%0�,��0�����0�*���

'6

2. ��>=
 Stacking Gel �79��%* �#��+,�:&���%=�E��'�!�"��������$�	�=��!�%*
�!�� ����%:�����<!������



���6���
0�7,��%0+$�	&� SDS-PAGE

3. ��!�%*
�!��	�=������'*,��,*������$� ����+,6������%*
�!������*���������

4. 	&��������6��������+,�����'CCX� 200 �*��
 �6;��*�� 1 +%=*���

5. ��>=
��0�*�� �#�������

�����<!������

6. �&����'6�,
������,
�B#=���
��
6���
0�%���: 0.25 ��%� 7
� Coomassie Brillint Blue R-250 �!


100 ���������7
���3��
� �6;��*�� 30 ��	� ����%:��&�������,�����,
�

����*!��<!������

�������9��/0�6����+%����
7. �&����'6	&���,��,�

*�3�����������%*
�!��

1. ��90�B��
�0�	����� E. coli ����%�3$
 BL21pLysS 	�=�����
9��
���<�� B#=����*��7$!� 1 OD

2. ���� 5x sample buffer ��'6���B��
�%*
�!��6����� 20 '�������� <����,�7,��%�����+, vortex

3. �&��%*
�!��'6�,��6;��*�� 30 *���	�

4. �&�'66@����*�=��	%�	� 	�= 12,000 �
0�!
��	��6;��*�� 5 ��	�

5. �&�����%*
�!���,��0� 5 '�������� '6��!��+!
����	�=������'*,

22. ���*�������
6������6����

*�3�7
� Bradford �+, bovine serum albumin (BSA) �6;��6��������J�� ���	�=�+,�����

*�������
 �>
 Biorad protein reagent (Bio-Rad) 	�=��>
��� 4 �	!��,*��:&���%=�F!��+>:
�����
��,*�������

Whatman No.1 *�3���� �>


1. <�� Biorad protein reagent 300 μl �%0 �6�����%*
�!�� 10 μl �� microtiter plate

2. 0!�	�=
$���1���,
� 5 ��	�

3. *%��!�����1���>����	�=�*����*��>=� 595 nm

4. ��,�� Protein standard curve ��� BSA �*���7,�7,��!���%� 7 �!� (0-0.6 mg/ml)

5. ����%:��&��*��*���7,�7,�7
��6�����%*
�!����������	�='�,��� Protein standard

curve
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23. ���"#����$��%����	���
�'B�


���*�������
�������7
��
�'B�
 GST (GST activity)

���*�������
�������7
��
�'B�
 GST �,*��������������+>=
��%����*!�� glutathione (30 mM)

�%0 CDNB (1mM) 	�=�*����*��>=� 340 nm �� 0.1 M phosphate buffer pH 6.5 	�= 25ºC

1. ����������%:��,��,*����<�� 25 μl 7
� 42 mM CDNB (�� absolute ethanol) �%0 450 μl

7
� 21 mM GSH (�� 0.1 M phosphate buffer) �%0 25 μl 7
� 0.1 M phosphate buffer

pH 6.5

2.  ���=��,�6H��������,*�������� 100μl 7
� 0.1 M phosphate buffer ��� 10 μl 7
��
�'B�


GST 	�=��>
�����,*����$� microtiter plate

3. ��������%:��,�	�=������'*, (7,
1) 100μl 	%�	�

4. 
%�������+>=
�7
� GSH ��� CDNB *%��,*�����6��=���6��7
��!�����1���>����	�= 340    

     nm  ��� 1 ��	�

���*�������
 Substrate Specificities

Specific activity �!
����%:��,��!��Y �>
 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB), 1,2-dichloro-4-

nitrobenzene (DCNB), p-nitrophenethyl bromide (PNPB), p-nitrobenzyl chloride (PNBC) ���

ethacrynic acid (EA) ��������� GSH stock �� 0.1 M phosphate buffer 	�=�!� pH 	�=��������%0����%:�

�,���!��+��� (�����	�= 2.2) �!*�����%:��,� (�%��6;� hydrophobic substrate) �������,*�����������

absolute ethanol �����>
����,*�0.1 M phosphate buffer (assay buffer) ���*�������
��	&�	�=
$���1��

25-27ºC �� 0.1 M phosphate buffer ����&��*� Specific activity 7
�����%:��,���!��+������+,�!�

Absorbance coefficient  7
�����%:��,���!��+��� (�����	�= 2.2) ����������6;��!��E��=�± standard

deviation ������	��
� 3 ��%:�	�=
����

���*�������
 Kinetic Parameter �!��Y

*�������
 Kinetic Parameter ����*����9*7
�6H���������>=
�6��=���*���7,�7,�7
� CDNB ���

0.02-3 mM �!*� GSH ��,���*���7,�7,���	�= (30 mM) ���6H�������	&��� 0.1 M phosphate buffer pH 6.5

�������6��=���6���*���7,�7,�7
� GSH ��� 1.25- 40 mM �!*� CDNB ��,���*���7,�7,���	�= (1 mM)

�!� maximal velocity (Vmax) ����!� Michaelis constant (Km) *�������
��� non-linear regression ���

�6����� GraphPad Prism �!*��!� catalytic constant (kcat) �&��*��������� Kcat = (Vmax x molecular

weight x 1/60000)/sec �!���	�=�!��Y �������6;��!��E��=�± standard deviation ������	��
� 3 ��%:�	�=


����



26

1����%�* 2.2 �!��!��Y 	�=�+,�����	��
0 Specific activity 7
�����%:��,���!��+���

Substrates Concentration (mM) pH buffer �max (nm) Absorbance coefficient (mM-1cm-1)

CDNB 1 6.5 340 9.6

DCNB 1 7.5 345 8.5

EA 0.2 6.5 270 5.0

PNBC 0.1 6.5 310 1.2

PNPB 0.1 6.5 310 1.9

���*�������
 Stability (Stability Assay)

1. 0!��
�'B�
�*���7,�7,��$�	,�� (0.1 mg/ml) �� 0.1 M phosphate buffer 	�=�� 1 mM EDTA ���

5 mM DTT 	�=
$���1�� 45 ºC

2. �&�0���!*���*%��������	�=���>
7
��
�'B�
 ���*%�	�= 3 �*�� ���*!��!� activity �,
��*!� 50%

3. �&��*��!� half-life �������� Slope = k/2.3 ���	�= k = 0.693/t1/2 �!� slope ��������C��,�

������*!�� log 7
� % original activity �%0�*��	�=�+,�����0!�   
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+����%.�/�

1. Genomic DNA library Screening

��>=
7���7���7
� Frozen genomic library ��>=
�+,�6;� working stock ������E���+�:����
9��


�!*�6��� 5’ 7
���� adgst1-5  �,*� Digoxygenin ��>=
�+,�6;� DNA probe �#��%���>
�������	�=����� gst

���! �
0	�= 1 �,*�*�3� plaque hybridization �00 Non-radioisotope probe �����*��,*�*�3�

chemiluminescence  '�, 42 0���*�	�=�!����� Positive plaque ��� 500,000 plaque

��>=
���� plaque ����
0	�= 1 ���*�������!�����,
�	&�����%���>
�	&�B:&� ���	&��,*�*�3�6����9

�,
��������:�� plaque ��������:���+>:
7��� 10 �B������� �&��*� 42 ��� ����,�� plaque DNA ���1!�<!�

membrane �&��*� 84 �<!� ���7,
�&��%�7
��<!� membrane �#�	&�����������:�� phage 42 clone ��


�������*��,*	&������%� phage DNA ��>=
�+,�����	&� dot blot hybridization  ���	%:���� 42 ���� ���

�����0�����0�� '�,<����	��
� �%��16	�= 3.1

��2%�* 3.1 <�����%���>
��
0	�= 2 ��� 42 ����'�,<�0*�������� 2.1

��>=
������� 42 ����	�='�,�������%���>
��
0	�= 1 �%:�'�!�6;� Single plaque ����*!����� 2.1

�6;�����<�� �#��,
��&� Phage 2.1 stock ���������:��0�
�������:���+>:
7��� 10 �B������� ��,*	&�

plaque hybridization ��'�, plaque ���=�*Y 	�=��, positive signal �!
���,*�#��%���>
��!
'6 B#=�'�,�&��*� 14

���� ��%�����%:��������:�� Single plaque ��
�������* ��,*�&���	&� dot blot hybridization '�,<�0*� 7

clone '�,��! clone 3.1, 3.2, 3.3, 3.4, 3.5, 3.6 ��� 3.7 �%��16	�= 3.2 ����0!��6;� 2 ��$!� �>
 ��$!�	�=��, strong

signal (����	�= 3.2, 3.3, 3.5 ��� 3.6) ��$!�	�=��, weak signal (����	�= 3.1, 3.4 ��� 3.7) ����+,���
9��
7
�

E. coli �6;� negative control B#=�'�!�0 signal ��Y
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��2%�* 3.2 <����	&� Dot blot hybridization 	�=�6;�����%���>
��
0	�= 3 ��,<�0*� 7 ����

����%:��&� Phage DNA 7
�	%:� 7 �����%��,*��
�'B�
 EcoRI ��� SalI ��>=
��*��
0*!�	%:� 7 �����6;�

����	�=����!���%���>
'�! <�����%�7
�	%:� 2 �
�'B�
������	&� 1% agarose gel electrophoresis �0*!�

���� 3.2, 3.3 ��� 3.5 �6;���������*�%� �%��16	�= 3.3  �#���$6'�,*!�'�, positive clone �&��*� 5 ���� '�,��!

���� 3.1, 3.3, 3.4, 3.6 ��� 3.7

.   7. 

��2%�* 3.3 <����	&� 1% agarose gel electrophoresis �. Phage DNA �%��,*� SalI 7. Phage DNA �%��,*�

EcoRI ���	�= M �>
 Lambda/HindIII �!*�+�:�	�= * '*,����+�:�	�=���>
��%�

����%:��&� Phage DNA 7
�	%:� 5 �������%��,*��
�'B�
 EcoRI+ SalI ��� XhoI+ SalI ����+,

�
�'B�
 2 �
�'B�
�%����*������*�%���>=
�%�+�:� genomic DNA 7
��$�

���� � arm (vector) ��>=
	&�

Southern hybridization '�,<��%��16	�= 3.4 	�=�������� 3.4 '�!'�,<�0*� �!*����� 3.7 ��,<�0*��,
� (�6;�

����	�=�!�����) �!*����� 3.3 ��� 3.6 �!����6;�����	�=��+�:����
9��
 overlap �%� ��>=
������ positive

band 0���!*����>
��%�
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�.  7.

��2%�* 3.4 ���	&� Southern hybridization 7
����� 3.1, 3.3, 3.4, 3.6 ��� 3.7 �. ���	&� 1% agarose gel

electrophoresis 7
� phage DNA 	�=�%��,*� EcoRI+ SalI ��� XhoI+ SalI ����&��%0  7. C̀�
� x-ray +�:�	�= *

����*!�'�,<�0*����C`�
� x-ray

�&� Phage DNA 7
����� 3.3 ��� 3.6 �%��,*��
�'B�
 EcoRI, NdeI, SalI, XbaI ��� XhoI ��>=
�&�

��	&� Southern hybridization '�,<����	��
��%��16	�= 3.5

�.
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7. 

��2%�* 3.5 ���	&� Southern hybridization 7
����� 3.3 ��� 3.6  �. ���	&� 1% agarose gel

electrophoresis 7
� phage DNA 	�=�%��,*��
�'B�
 EcoRI (E), NdeI (N), SalI (S), XbaI (Xb) ��� XhoI

(Xh)  7. C`�
� x-ray +�:�	�= * ����*!�'�,<�0*����C`�
� x-ray

�������%��,*��
�'B�
 EcoRI '�,<�0*����+�:����
9��
7���6����� 6 �����0� �
�'B�
 NdeI '�,

<�0*����+�:����
9��
7��� 3.6 ���6����� 7 �����0� �
�'B�
 SalI '�,<�0*����+�:����
9��
7���

6����� 8 �����0� �
�'B�
 XbaI '�,<�0*����+�:����
9��
7���6����� 10 �����0� �!*��
�'B�
 XhoI '�,

<�0*����+�:����
9��
7���6����� 4.3 �����0� B#=���>=
�6���0�	��0�%0�<�	�=�
�'B�
�%��&�����7
�����	�=

������'�,�!
���,���: �>
 adgstIASI  (�16	�= 3.6-3.8) �0*!��6;����� 3.3 �6;�+�:�	�=����� adgst1AS1 ���

adgst5-1 	�=��������%�'�,���!
���,� ������� 3.6 ��+�:� adgstIASI �,*��+!��%���>=
�����6;�

overlapping clone �%0���� 3.3

�#����>
����	�=�!����� 3 ����'�,��! ���� 3.1, 3.4 ��� 3.7 ��!��>=
���� Digoxygenein

Detection kit ���B#=���������� �����	��
��+,�����*����� ���*�3������:���
�����'�,��������	�=��
�1!

�!
���,* �#���$�����������,*�*�3���:

��2%�* 3.6 ����%� adgstIASI �,*� NdeI (������!
����7��*) �!*�0���*�	�= DNA probe �%0�����,*���,�6���

CX�
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<�	�=���*!���'�,������	&� Southern hybridization �>
 <�0*����+�:����
9��
7��� 3.6 �����0�

(6118-2458)

��2%�* 3.7 ����%� adgstIASI �,*� XbaI (������*������:&�����) �!*�0���*�	�= DNA probe �%0�����,*���,�6�

��CX�

<�	�=���*!���'�,������	&� Southern hybridization �>
 <�0*����+�:����
9��
7��� 9.9 �����0�

(12993-3012)

��2%�* 3.8 ����%� adgstIASI �,*� XhoI (��������!
������) �!*�0���*�	�= DNA probe �%0�����,*���,�6�

��CX�

<�	�=���*!���'�,������	&� Southern hybridization �>
 <�0*����+�:����
9��
7��� 4.3 �����0�

(4709-387)

2. ��������� gst ����.,��#%���� PCR

��>=
������6M 2546 '�,��������������
!�������7
��$�������������7
�	*�6
�C���� (An.

gambiae) ���'�,������*!�������� gst 	%:����������� 28 ��� �#��6��=��*�3�������+,�	���� PCR ��>=
����
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�*���9* �+,���
9��
���=��,��,
� ����������!
���,�	�=�%��0��� gst 	�=���>
��%����$�	%:� 2 (An. dirus ���

An. gambiae) �#��6;�'�,*!����0��� gst ����*�%�����$� An. dirus

2.1 ���������#����

'/���� gst ������/=>��/� (epsilon) �����%�1,� (theta) ���������/

#��,� (omega) 	����� An. dirus
2.1.1 ���	&� RT-PCR

��������7
��$� An. gambiae 

��00'��
��
�
�&���%0��� gst epsilon1 (gste1), epsilon5

(gste5), epsilon6 (gste6), epsilon 7 (gste7; gst3-8), theta1 (gstt1), theta2 (gstt2) ��� omega1

(gsto1) ���'��
��
�


��00���0���*���%�7
�����	!��%:����'�,��!0���*����&�7
��
�'B�
 NdeI ��>=
�+,

�����������!���
9��
���� pET 3a (expression vector) �+,�����	&� RT-PCR '�,<����	��
��%��16	�= 3.9

�.           7.         �. 

 �.     �.    E. 

��2%�* 3.9 ���	&� 1% agarose gel electrophoresis 7
� RT-PCR �. '��
��
�
 gstt1 (T1)  7. '��
��
�


gste1 (E1), gste2 (E2) ��� gstt2 (T2)  �. '��
��
�
 gste7 (e7) �. '��
��
�
 gste5 (E5) �.'��
��
�
 gste6

E. '��
��
�
 gsto1
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 ����%:���%�0���$	3�{�������,*� Quiquick Gel extraction kit (QUIGEN) ��>=

!���&��%0�0� 6���

��� gst �%���7���6����� 600-700 �1!�0� �%��%:����'��
��
�
 gste7 7���	�=�!�'6
!���&��%0�0��>
+�:�

6����� 800 �1!�0� ��>=
�&�<����
!���6���0�	��0�%0�&��%0�0�����&��%0���
������!��Y��J��7,
�1� '�!

�0*!����>
���>
��,���%0��� gst ��Y ��� �%��16	�= 3.10

��2%�* 3.10 <�7
����	&� BlastX 7
��&��%0�0�7
�<�<������'��
��
�
 gste7 7��� 800 �1!�0�

<�<������'��
��
�
 gste5 ��� gste6 +�:�6����� 700 �1!�0� ��>=
�&�<����
!���6���0�	��0�%0

�&��%0�0�����&��%0���
������!��Y��J��7,
�1� '�!�0*!����>
���>
��,���%0��� GST ��Y ��� �%��16	�=

3.11 �+!�����*�%0<�<������'��
��
�
 gstt2 ('�!����7,
�1�)

�.

7.

��2%�* 3.11 <�7
����	&� BlastX �.<�<������'��
��
�
 gste5 7. <�<������'��
��
�
 gste6
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<�<������'��
��
�
 gsto1 '�,<�<���7������	�=���'*, �>
 6����� 750 �1!�0� �����>=

!���&��%0

�0��0*!����>
���� gsto1 7
��$� An. gambiae ('�!����7,
�1�)

<�<������'��
��
�
 gste1 ��� gstt1 ��7�����*�*!�	�=����*%�'*, (850 �1!�0�) ��!��>=

!���&��%0

�0��0*!��� stop codon 
�1!����� �#�

��00'��
��
�
���!�&���%00���*���%��	!��%:� B#=����'��
��
�
���!

'�,<�<���7���6����� 700 �1!�0� (���	�=����*%�'*,) �%��16	�= 3.12

�.                7. 

��2%�* 3.12 ���	&� 1% agarose gel electrophoresis �. '��
��
�
���!7
� gste1 7. '��
��
�
���!7
� gstt1

��� M �>
 GeneRuler 100 bp DNA ladder Plus (Fermentas)

B#=�<����
!���&��%0�0��0*!����>
���� gste1 ��� gstt1 7
��$� An. gambiae ����&��%0

��$6'�,*!������/���0���*���%�7
���� gst '�, 3 ��� ����%:�+>=
*!� Anopheles dirus glutathione S-

transferase epsilon class sequence 1 (adgste1), Anopheles dirus glutathione S-transferase omega

class sequence 1 (adgsto1) ��� Anopheles dirus glutathione S-transferase theta class sequence 1

(adgstt1)

2.1.2 �������+�:� adgste1, adgsto1 ��� adgstt1 ��>=
�������

��� E. coli

�%�+�:����
9��
�,*��
�'B�
�%��&����� NdeI �����7,� pET3a �%���>
����7��� ����6;����
9��
���

<������7������!�*!��#����>=
�	�='�,+,��*!� pET3a �����	&� 1% agarose gel electrophoresis ('�!����

7,
�1�) ����%:���*��
0	�"	������	��7
����
9��
���<���,*�����%��,*��
�'B�
�%��&����� ('�!����

7,
�1�) ��� adgste1 '�, 2 ���� �>
 adgste1 clone 21 ��� clone 34 ��>=
��>=
�6��6;��&��%0���
�����

����!���%� 1 �&����!� �����>=
�6���0�	��0�%0 aggste1 �0*!����>
�/#� 74 �6
�
�B9��
 �%��16	�= 3.13 �#���$6

'�,*!� adgste1 clone 34 �6;� wild type (WT) ��>=
�������>
� aggste1 ����*!������>=
�00!
����	�=�$�

����������������%:� ('�!����7,
�1�) ������6;� aggste1 �!*� adgste1 clone 21  ���>
��6;� mutant 	�=

�0�#������*!� adgste1 R139H
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��2%�* 3.13 ����6���0�	��0�&��%0���
�����	�=�6�'�,��� adgste1 clone 34 (aggste1) clone 21

(adgste1 R139H) ���aggste1 �,*��6����� ClustalX ��� GeneDoc ����1�"�+�:���
�����	�=����!���%�

7
� adgste1 clone 21 ��� clone 34 ������
��������>
��%��+,
%���������*�%�

��� adgstt1 '�, 4 ����	�=���&��%0�0�����!���%� (���� 1, ���� 2, ���� 3 ��� ���� 8) �����>=


�6���0�	��0�0*!����>
� aggstt1 78-80 �6
�
�B9��
 ���	�=���� 2 �����>
����	�=�$� (80 �6
�
�B9��
) �%�

�6;� wild type �%������	�= 3.1

��2%�* 3.14 ����6���0�	��0�&��%0���
�����	�=�6�'�,��� adgstt1 ���� 1, ���� 2, ���� 3, ���� 8 ���

aggstt1 �,*��6����� ClustalX ��� GeneDoc ������
��������>
��%��+,
%���������*�%�


